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RESUMEN

El objetivo fue determinar metabolitos secundarios, actividad citotdxica y
antiinflamatoria de seis especies vegetales: corteza V. pseudolea Rusby, G.
macrophylla Mart., R. pedunculata (H. Karst.) Flueck, G. ulmifolia Lam, G.
madruno (Kunth) Hammel y hojas C. cajan (L.) Huth. Muestras
acondicionadas, secadas en deshumecedor a 35°C por seis dias,
posteriormente pulverizadas. La ACIT fue sobre nauplios de A. franciscana
1500, 1000, 500, 50, 10 ppm; obteniéndose CLso via Probit. La AAl in vitro 0,2
mL albumina de huevo, 2,8 mL buffer fosfato y 2 mL de concentraciones de
muestras, siendo concentraciones finales 31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000
ug/mL, absorbancia 660nm e ICso por curva dosis-respuesta. La AAl in vivo
por edema plantar en ratén inducido por formol 10%, extractos via oral
125mg/kg y 250mg/kg vs Diclofenaco 10mg/kg. Los resultados obtenidos G.
ulmifolia Lam CLs0=9,12ppm; G. madruno (Kunth) Hammel CLso=2,14ppm, C.
cajan (L.) Huth CLso=1,52ppm. La AAI in vitro G. macrophylla Mart.
1C50=399,29 ug/mL; V. pseudolea Rusby 1C5=321,21 ug/mL, R. pedunculata
(H. Karst.) Flueck 1C50=319,97 ug/mL. La AAI in vivo G. macrophylla Mart.
presentd mejor AAlI a 125 mg/kg con 29,99% inflamacién vs Diclofenaco
32,00%; V. pseudolea Rushy 32.23% inflamacion vs Diclofenaco 29,49%; R.
pedunculata (H. Karst.) Flueck 43,30% inflamacion vs Diclofenaco 26,81%. Se
concluye gue las especies en estudio presentan ACIT y AAL.

Palabras claves: Actividad citotdxica, Actividad antiinflamatoria. Metabolitos
secundarios



ABSTRACT

The objective was to establish secondary metabolites, cytotoxic activity and
anti-immflamatory of six plant species: barks from V. pseudolea Rusby, G.
macrophylla Mart., R. pedunculata (H. Karst.) Flueck, G. ulmifolia Lam, G.
madruno (Kunth) Hammel and leaves from C. cajan (L.) Huth. The samples
were conditioned, dried in a dehumidifier at 35°C for six days, and
subsequently in powder. The ACIT was about nauplii of A. franciscana 1500,
1000, 500, 50, 10 ppm; obtaining CLso via Probit. The AAI in vitro 0.2mL of egg
albumin, 2.8mL of phosphate-buffered-saline and 2mL of samples
concentrations, being the final concentrations 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000
ug/mL, absorbance 660nm and ICso by dose-response curve. The AAI in vivo
by plantar edema in mice induced for 10% formalin, were extracted orally
125mg/kg and 250mg/kg vs Diclofenac 10mg/kg. The obtained results G.
ulmifolia Lam CLs0=9.12ppm; G. madruno (Kunth) Hammel CLso=2.14ppm, C.
cajan (L.) Huth CLso=1.52ppm. The AAI in vitro G. macrophylla Mart.
1C50=399.29 ug/mL; V. pseudolea Rusby 1C50=321.21 ug/mL, R. pedunculata
(H. Karst.) Flueck 1C50=319.97 ug/mL. The AAI in vivo G. macrophylla Mart.
presented the best AAI to 125 mg/kg with 29.99% of immflamation vs
Diclofenac 32.00%; V. pseudolea Rusby 32.23% of immflamation vs
Diclofenac 29.49%; R. pedunculata (H. Karst.) Flueck 43.30% of immflamation
vs Diclofenac 26.81%. It concludes that the species in the study present ACIT
and AAI.

Key words: Anti-immflamatory activity, cytotoxic activity, secondary
metabolites



INTRODUCCION

En el Perl existen alrededor de 4440 especies vegetales potencialmente
utiles segun estudios etnobotanicos, los cuales indican que 1080 especies son

utilizadas en la Amazonia para tratar diferentes enfermedades 2.

Los productos naturales derivados de plantas medicinales, continlan en
aumento y anualmente ingresan a los mercados nuevos productos, generando
preocupacion en torno a la seguridad de la salud; esto se debe a que muchos
de estos remedios naturales con potenciales efectos beneficiosos, aun no han
sido probados y su uso no esta controlado. Esto hace que el conocimiento de
sus potenciales efectos adversos sea limitado y la identificacién de terapias

seguras Yy eficaces, asi como la promocién de su uso racional sea dificil 2.

El estudio y la investigacion de los metabolitos secundarios ayudan a
comprender la bioquimica y fisiologia de los organismos que los producen y

su mejor aprovechamiento con fines farmacoldgicos 3.

La importancia en el estudio de plantas medicinales de la Amazonia Peruana,
radica en la forma en que éstas son utilizadas, qué parte es empleada y lo
mas importante cual es la finalidad de su uso; ademas del gran potencial para

nuevos y mayores mercados nacionales y mundiales.

En la actualidad, el poblador amazodnico sigue dando crédito al uso de
vegetales con propiedades bondadosas en el tratamiento de diversas
enfermedades, muchas veces con resultados positivos, aungue con base
cientifica muy deficiente. Por tal motivo nace el interés de generar nuevos
conocimientos con base cientifica, acerca de la actividad citotoxica y
antiinflamatoria que poseen algunos vegetales procedentes de la Amazonia y
gue son muy usadas por los pobladores, como lo son: Vitex pseudolea Rusby,
Garcinia macrophylla Mart, Garcinia madruno (Kunth) Hammel, Cajanus cajan

(L.) Remijia pedunculata (H. Karst.) Flueck y Guazuma ulmifolia Lam.



Los beneficios que aportan los extractos e infusiones de diferentes partes de
las plantas a las poblaciones indigenas y comunidades rurales, vienen siendo
evaluadas en diversos ensayos in vitro e in vivo; éstos estudios
experimentales apertura un campo para el tratamiento terapéutico en la
medicina complementaria, aprovechando sus propiedades estimulantes que
actian  como:  antidiarréicos, antiinflamatorias, = anticancerigenas,
antidiabéticas, etc.; teniendo como referencia, la rigueza de metabolitos

secundarios bioactivos utiles para el tratamiento de diversas patologias *.

En ese sentido, debido al interés en el uso de las plantas medicinales como
fuente de sustancias activas frente a procesos antiinflamatorios y de
citotoxicidad, la presente investigacion plante6 como objetivo determinar los
metabolitos secundarios, actividad citotoxica in vitro y actividad
antiinflamatoria in vitro e in vivo de las especies en estudio, orientandose en
la busqueda de nuevas alternativas etnofarmacoldgicas procedentes de las
diferentes especies vegetales materia de estudio como una alternativa para el

aprovechamiento y cultivo sostenible de estos vegetales.



CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes

Goncalves R. et al - Brasil (2017), investigaron la composicion quimica y la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de hojas de Vitex agnus-castus
(VAC-EO) recolectadas en el norte de Brasil contra un panel representativo
de bacterias cariogénicas. Utilizaron como técnica para la actividad
antimicrobiana el método de microdilucion en caldo en microplacas de 96
pocillos, cuyos valores lo expresaron en términos de concentracion inhibitoria
minima (CIM), e identificaron mediante cromatografia de gases (GC-FID) y
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) los componentes
quimicos de VAC-EO. Concluyeron que VAC-EO mostro cierta actividad
antimicrobiana contra todos los patégenos orales investigados: Streptococcus
mutans (CIM = 15,6 yg / mL), Lactobacillus casei (CIM= 15,6 ug/ mL) y
Streptococcus mitis (CIM= 31,2 pg / mL); los compuestos 1,8-cineol (23,8%),
(E) -B-farneseno (14,6%), (E) -caryofileno (12,5%), sabineno (11,4%) y

acetato de a-terpinilo (7,7%) fueron los principales componentes quimicos.®

Andres, M - México (2016), estudid a partir de hojas frescas de Guazuma
ulmifolia (Malvaceae) la composicion quimica del aceite esencial. Utiliz6 como
técnica destilacion por arrastre de vapor de donde obtuvo el aceite esencial y
su determinacién por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-EM); comparando asi los indices de retencion, los espectros de
masas Y los datos reportados en la literatura. Concluyé que el aceite esencial
presentd un rendimiento del 0,028% y de la misma se identificaron 38
compuestos los cuales constituyen el 67,2% de la composicion total; siendo el

b-citronelol (12,70%) y cariofileno (11,86%) los compuestos mayoritarios.®

Carrillo, L et al - Espafa (2016), determinaron el perfil de metabdlico
secundario de la planta de Garcinia madruno, la relacién estructura-actividad
(SAR) y sus propiedades antioxidantes. El estudio fue de enfoque mixto,
utilizaron como técnica el mecanismo de transferencia de electrones
individuales (SET) y el mecanismo de transferencia de electrones de pérdida

de protones (SPLET). Identificaron un total de 21 biflavonoides y 3 acidos



organicos. Las hojas fueron la fuente mas prometedora de biflavonoides y el
epicarpio fue la fuente més rica de biflavonoides de tipo lloflavona (> 10%)
seguido de otros bioflavonoides: Morelloflavone y fukugiside los mismos que
fueron encontrados en todas las muestras como los compuestos responsables
de la actividad antioxidante. Concluyeron que G. madruno contiene
cantidades potencialmente Uutiles de biflavonoides bioactivos, de modo
particular en las hojas y el epicarpio; siendo éstos una fuente potencial de

productos funcionales.’

Ramirez, H. et al. — México (2015), evaluaron el rendimiento, la actividad
antifingica y antibacteriana de péptidos y metabolitos de las hojas de guacima
(Guazuma ulmifolia). Los péptidos fueron extraidos con los buffers: B1 (pH
7,0) KCI, EDTA; B2 (pH 5.2) KCI, CH3COONa, B-mercaptoetanol; B3 (pH 7,0)
KCI, EDTA, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), polivinilpirrolidona, tiourea,
mientras que los metabolitos fueron extraidos con hexano, metanol y
diclorometano. La concentracion de péptidos se realiz6 mediante el método
de Bradford y su peso molecular se determiné por electroforesis en gel de
poliacrilamida. Aplicaron cromatografia de capa fina (TLC)-columna
empacada para separar los compuestos y analizarlos. La actividad antifangica
se midié por inhibiciébn del desarrollo micelial in vitro, mientras que la
antibacteriana fue evaluada por la formacion de colonias (UFC mL-1). Buffer
2 (B2) mostré el mayor valor (15,7%) en los rendimientos de extractos, en
tanto que, los de hexano (3,9%), metanol (3,0%) y diclorometano (2,2%)
fueron inferiores en este parametro. El peso molecular aproximado de los
péptidos fue de 24,9 kDa. Asimismo, el extracto con diclorometano fue el de
mayor inhibicion sobre Sclerotium (88,4%), B2 sobre Xantomonas (86,5%), y
los extractos en hexano sobre Xantomonas (84,0%).8

Osorio, E. et al — Colombia (2013), evaluaron la actividad antioxidante de los
biflavonoides frente a la peroxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
inducida con Cu2+. Utilizaron como método el ensayo TBARS. Aislaron seis
biflavonoides de G. madruno, uno de los cuales, 7 " - O- (6 " " - acetil) -
glucésido de morelloflavona, es un nuevo compuesto identificado sobre la
base de 1D, 2D NMR (HMQC y HMBC) métodos espectroscopicos y evidencia



quimica. Concluyeron que los flavanona- (3—8") - biflavonoides de flavona
mostraron actividad antioxidante, la misma que fue significativamente mas
potente que la quercetina con un CEso de 12,36 pug / ml y la peroxidacion de

lipidos también se redujo significativamente en presencia de BF (CEso= 11,85

pg / mi).°

Hoyos, T. — Cajamarca (2014), determind la concentracion de taninos en las
hojas, corteza y frutos de la especie de Guazuma ulmifolia, donde la
presencia de taninos en corteza fue 0,0073%, en frutos fue 0,0066% y de
hojas fue 0,0023%. Concluyd que el extractivo con el que se obtuvo la
mayor cantidad de residuos tanicos fue con el sulfito de sodio al 2%.°

Quintanilla, J. — Tingo Maria (2012), cuantificé el contenido de polifenoles y
quercetina y evalué la actividad antioxidante en dos especies nativas
Cajanus cajan L. (frijol palo) y Phaseolus vulgaris L. (chaucha) que forman
parte de la dieta alimenticia de los lugarefios. La cuantificacion de
polifenoles fue por el método de Folin-Ciocalteau, el contenido de
quercetina lo determiné por el método descrito por Tokusoglu y la actividad
antioxidante fue por inhibicion de DPPH vy los radicales peroxilo por el
método ABTS; obteniéndose para el contenido de polifenoles (GAE
mg/100g): cascara de chaucha 2747,8+52,84, cascara de frijol palo
54,725+0,18, el cotiledon de chaucha 24,176+0,74, cotiledén de frijol palo
38,492+0,50; concentracion de quercetina (mg/mL): cascara de frijol
chaucha 159,67+9,0, cascara de frijol palo 4,291+0,34, el cotiledén de frijol
chaucha 2,711+0,21 y el cotiledon de frijol palo 2,087+0,15. El 1C50
(mg/mL) para inhibicion de DPPH: cascara de frijol chaucha 0,032, cascara
de frijol palo 6,28+0,1, cotiledon de frijol chaucha 20,64+0,14 y cotiledon de
frijol palo 21,63+0,26 respectivamente. El IC50 (mg/mL) para inhibicion de
peroxilo cascara de frijol: chaucha 0,0078, cascara de frijol palo 0,891 +0,1,
el cotiledon de frijol chaucha 1,890+0,02 y cotiledon de frijol palo 1,642+0,02

respectivamente.!!



1.2Bases teodricas

1.2.1 Analisis quimico espectrofotométrico
El andlisis quimico es un conjunto de técnicas y procedimientos
empleados para identificar y cuantificar la composicion quimica de una
sustancia. Se divide en dos partes: analisis cualitativo y analisis
cuantitativo. Mediante el andlisis cualitativo se identifican los elementos
(o iones) que componen la sustancia estudiada; mientras que el analisis
cuantitativo consiste en determinar la composicion cuantitativa de
elementos, iones o combinaciones quimicas que forman parte de las

sustancias examinadas.?

En ese sentido, en los ultimos afios, es imprescindible destacar la
importancia de poder identificar, cuantificar cada uno de los metabolitos
secundarios presentes en las especies medicinales; ya que se ha
demostrado que existe una gran variacion en cuanto a la concentracion

de estos metabolitos en la planta.

Hoy en dia, dentro de las técnicas analiticas frecuentemente usadas
para la cuantificacion de metabolitos secundarios se encuentra la
espectrofotometria de absorcion, la cual se fundamenta en que las
moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y, a su vez, la
cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracion,
cumpliendo con la ley de Lambert y Beer. Para hacer este tipo de
medidas se emplea un espectrofotometro de absorcién, en el que se
selecciona la longitud de onda de maxima absorcion de la solucion y
luego se mide la cantidad de luz absorbida por la misma a diferentes
concentraciones. Estos métodos consisten basicamente en hacer
reaccionar los metabolitos secundarios con reactantes que generen
productos coloreados que puedan ser medidos por espectrofotometria

en la region visible del espectro electromagnético.3

1.2.2 Metabolitos secundarios
Los metabolitos secundarios producto de las reacciones fitoquimicas de

angiospermas son compuestos de naturaleza quimica diversa'#. Los



Metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no
solamente tienen una gran importancia ecoldgica porque participan en
los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el
establecimiento de la simbiosis con otros organismos y en la atraccion
de insectos polinizadores y dispersores de las semillas y frutos, sino que
también, una sintesis activa de Metabolitos secundarios se induce
cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas tales como:

a) El consumo por herbivoros (artrépodos y vertebrados).

b) el ataque por microrganismos: virus, bacterias y hongos.

c) la competencia por el espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las

diferentes especies de plantas; y,

d) la exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abiotico

Algunos de estos productos tienen funciones ecoldgicas especificas como,
atrayentes o0 repelentes de animales. Muchos son pigmentos que
proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la
reproduccion atrayendo a insectos polinizadores, o atrayendo a animales que
van a utilizar los frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta forma
a la dispersiéon de semillas. Otros compuestos tienen funcion protectora frente
a predadores, actuando como repelentes, proporcionando a la planta sabores
amargos, haciéndolas indigestas o venenosas. También intervienen en los
mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes patdégenos,

actuando como pesticidas naturales.*

Es importante destacar que los metabolitos secundarios también reciben la
denominacion de productos naturales, porque tienen un importante y
significativo valor medicinal, de uso en la industria cosmética, alimentaria,

farmacéutica.

En la actualidad se conocen aproximadamente 20,000 estructuras que por su
composicién quimica son clasificados en dos grupos principales: nitrogenados
y no nitrogenados. Los Metabolitos secundarios que contienen nitrégeno

incluyen a los alcaloides, aminoacidos no protéicos, aminas, glucdsidos



cianogénicos y glucosinolatos. Los Metabolitos secundarios no nitrogenados
se dividen en terpenoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides.*®

Clasificacion de los metabolitos secundarios:

Saponinas: son compuestos bioactivos encontrados principalmente en
plantas, pero también en algunos organismos marinos e insectos. De acuerdo
al caracter quimico de la aglicona (conocido como sapogenina) las saponinas
se dividen en esteroides y triterpenoides. Los esteroides predominan en las
plantas y son compuestos que tienen 27 atomos de carbono que conforman
la estructura central (spirostanol y furostanol). Por su parte las triterpenoides
estdn compuestas principalmente por agliconas con 30 &tomos de carbono

(Oleanano).®

Los tipos de saponinas mas encontradas son las triterpenoides especialmente
en leguminosas, sin embargo se puede encontrar una gran variedad de estos
compuestos con diferentes propiedades biologicas dependiendo de la

modificacién en la estructura de su anillo y el nimero de azucares adheridos.’

Fendlicos: también llamados polifenoles, son un tipo de metabolitos
secundarios encontrados en la mayoria de las plantas. Presentan limitada
solubilidad y estabilidad frente a pardmetros como pH, temperatura, presencia
de oxigeno, metales entre otros. Se clasifican en varias categorias dentro de
las que se incluyen antocianidinas, flavonoles, flavanoles (catequinas y
proanticianidinas), flavanones, flavones e isoflavonas.!®
a) Flavonoides: son compuestos polifendlicos que comprenden quince
atomos de carbono, con dos anillos aromaticos conectados por un
puente de tres carbonos. Son los compuestos fendlicos mas
numerosos y se encuentran en todo el reino vegetal, estan presentes
en altas concentraciones en la epidermis de las hojas y cascaras de las
frutas. Estos compuestos juegan un papel importante como metabolitos
secundarios.
Las principales clases de flavonoides son: 1) flavonas (estructuras

basicas) por ejemplo: luteolina, la apigenina, diosmetina, crisoeriol,
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b)

tangeretina, sinensetina, gardenin, vitexina y baicaleina; 2) flavonoles
(que tiene un grupo hidroxilo en la posicion 3) por ejemplo: kaempferol,
quercetina, galangina, datiscetina, morin, robinetina isorhamnetina,
tamarixetina, quercetagetina y miricetina; 3) flavanonas (enlaces
saturados en las posiciones 2-3) por ejemplo: hesperetina, taxifolina,
eriodictiol y naringenina; 4) flavan-3-ol por ejemplo: catequina y
epicatequina; 5) isoflavonas por ejemplo: genisteina, daidzeina y
coumestrol; 6) antocianidinas: cianidina, delfinidina, pelargonidina y
peonidina. La mayoria de los flavonoides se encuentran cominmente
conjugados con azucares en forma de glucoésidos, también es comun
encontrar grupos hidroxilo en las posiciones 4,5y 7.18

Antocianinas: son pigmentos hidrosolubles que se hallan en las
vacuolas de las células vegetales y que otorgan el color rojo, purpura o
azul a las hojas, flores y frutos. Son antioxidantes pertenecientes al
amplio grupo de los flavonoides. Representan el grupo mas importante
de pigmentos hidrosolubles detectables en la region visible por el ojo
humano.'® Estos pigmentos son responsables de la gama de colores
que abarcan desde el rojo hasta el azul en varias frutas, vegetales y
cereales, acumulados en las vacuolas de la célula. Las antocianinas
poseen diferentes funciones en la planta como son la atraccion de
polinizadores para la posterior dispersion de semillas y la proteccién de
la planta contra los efectos de la radiacion ultravioleta y contra la
contaminacion viral y microbiana. El interés por los pigmentos
antocianicos e investigacion cientifica se han incrementado en los
altimos afios, debido no solamente al color que confieren a los
productos que las contienen sino a su probable papel en la reduccion
de las enfermedades coronarias, cancer, diabetes; a sus efectos
antiinflamatorios y mejoramiento de la agudeza \visual vy
comportamiento cognitivo. Por lo tanto, ademas de su papel funcional
como colorantes, las antocianinas son agentes potenciales en la
obtencion de productos con valor agregado para el consumo humano.
A pesar de las ventajas que ofrecen las antocianinas como sustitutos
potenciales de los colorantes artificiales, factores como su baja
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estabilidad y la falta de disponibilidad de material vegetal limitan su
aplicacion comercial.?®

c) Catequinas: Poseen actividad antiinflamatoria, su presencia contribuye
a una mejor conservacion de los antocianos. Se localizan en semilla y
hollejos en formas simples o polimerizadas, los polimeros de
catequinas se denominan oligbmeros procianidolinicos,
proantocianidoles o taninos catéquicos.?*

d) Proantocianidoles: Son llamadas colectivamente proantocianidina
oligomérica. Pueden ser absorbidos por las membranas celulares y
protegerlas de radicales libres. Tiene la ventaja de ser lipo e

hidrosoluble.?t

Alcaloides: son compuestos heterociclicos que generalmente se sintetizan a
partir de aminoéacidos, tales como triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina,
arginina y ornitina, solos o combinados con terpenoides. También se pueden
derivar de purinas y del acetato de los policétidos. Los alcaloides se pueden
dividir en los siguientes grupos: alcaloides isoquinoléicos, alcaloides
quinolizidinicos, alcaloides pirrolizidinicos, alcaloides tropanicos y alcaloides
inddlicos 9. Por su similitud quimica a moléculas que participan en la
transmision de las sefiales del sistema nervioso, el efecto toxico de los
alcaloides radica en su capacidad de bloquear neuroreceptores,
intermediarios de la transduccion de la sefial neuronal y canales i6nicos de
vertebrados e insectos. Mientras que sus efectos inhibitorios del crecimiento
de microrganismos patdgenos estan dados por su capacidad de intercalarse
con el DNA, de detener la sintesis de proteinas, inducir la apoptosis e inhibir

las enzimas del metabolismo de carbohidratos.??

1.2.3 Actividad citotoxica
Citotoxicidad, es la capacidad que tienen ciertas sustancias de destruir
o lesionar las células tisulares. Todas las sustancias con efectos toxicos,
por variados que éstas sean, son compuestos quimicos complejos que
provocan enfermedades, 0 en casos muy graves, ocasionan la muerte

segun la dosis ingerida. Entre las sustancias toxicas que contienen
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muchas plantas se encuentran alcaloides, glicosidos cardiotonicos,
saponinas Yy terpenoides.?

Los ensayos de citotoxicidad in vitro, son empleados porque son
facilmente cuantificables y reproducibles, determinan el potencial
citotoxicidad de los compuestos estudiados, porque ellos van a ser
usados como farmacos, cosmeéticos y deben demostrar que no son

toxicos.24

En la udltima década, se han incorporado algunos ensayos de gran
utilidad y eficacia que requieren pequefias cantidades de muestras y
permiten la evaluacién rapida de extractos crudos y fracciones,
conduciendo con seguridad a los principios activos en donde un valor de
CLso inferior a 1000 ug / mL se considera bioactivo y sentido puede tener

actividad biolégica.?®

Un lugar sobresaliente dentro del grupo de bioensayos mas utilizados lo
ocupa el ensayo de Artemia spp. Este es un ensayo general de amplio
uso que determina el efecto letal de los materiales en larvas de Artemia
spp., y de esta manera se predice su habilidad para producir la muerte
de células cancerigenas en cultivo de tejidos, como uno de los

indicadores de actividad antitumoral inicial.25:27

1.2.4 Actividad antiinflamatoria
La actividad antiinflamatoria es la capacidad que tienen algunas
especies vegetales de reducir inflamacion y ésta ha despertado en los
ultimos afos un gran interés cientifico en el area farmacologica,
principalmente en virtud de la capacidad potencial de ciertos compuestos
de interferir en la evolucién de enfermedades que cursan con procesos

inflamatorios.
El conocimiento de los constituyentes quimicos presentes en las plantas

gue son consideradas medicinales, pero cultivadas en regiones

geograficamente y con condiciones ambientales distintas es muy
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importante, ya que nos permitira comparar los grupos fitoquimicos
presentes y las actividades antiinflamatorias de sus extractos, para de
esta manera validarlo de forma cientifica; ya que los productos naturales
son de gran potencial farmacolégico debido a su amplia diversidad
estructural y su excelente adaptabilidad a estructuras biolégicamente

activas.28

1.2.5 Especies vegetales en estudio

1.2.5.1 Familia Fabaceae

La familia Fabaceae de distribucion cosmopolita, es la familia botanica de las
plantas generalmente con legumbre, y su importancia es fundamental en la
economia de la naturaleza. Comprende 600 géneros, divididos en tres
subfamilias, con 12000 a 17000 especies. Pueden ser arboles, arbustos
(inermes o espinosos), sufratices o hierbas, perennes o anuales, trepadoras,
de tallo voluble o con zarcillos. El sistema radical es primario (pivote),
generalmente con nudosidades debidas a la simbiosis que presentan con las
bacterias del género Rhizobium, que asimilan el nitrégeno atmosférico. Las
flores son vistosas, usualmente de colores amarillos, violetas y rojos;
agrupados en inflorescencias que responden casi siempre al tipo racimoso de
floracién centripeta. Las hojas son casi siempre alternas y con estipulas,
persistentes o caedizas, por lo general compuestas pinadas o bipinadas, o
digitadas o trifolioladas. Fruto tipicamente legumbre o vaina dehiscente, seca,
bivalva; o bien una legumbre modificada hacia samara, lomento, utriculo,
drupa o cripto-lomento. La utilidad de las leguminosas abarca muchos
campos. Se las utiliza como alimenticias, forrajeras, oleaginosas, cultivo de
abono verde, forestales, textiles, insecticidas, medicinales, ornamentales,

etc.2®

1.2.5.1.1 Clasificacion taxonomica de Cajanus cajan (L.) Huth “puspo poroto”

Reino : Plantae
Division Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
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Orden : Fabales

Familia Fabaceae
Género Cajanus
Especie : Cajanus cajan (L.) Huth

Descripcidon Botanica

Arbusto perenne de hasta 4 m de alto. Los tallos son acostillados cuando son
jovenes, lefiosos y rollizos con la edad. En la base de las hojas sobre el tallo
generalmente se presenta un par de hojillas (llamadas estipulas)
angostamente triangulares, de hasta 6 mm de largo; las hojas alternas,
compuestas de 3 hojitas (llamadas foliolos), las 2 laterales asimétricas
elipticas, de hasta 12 cm de largo y hasta 4.5 cm de ancho, la terminal eliptica,
ovadoelipticas a angostamente ovadas, de hasta 13 cm de largo y hasta 5.5
cm de ancho, mas o menos puntiagudas, angostadas hacia la base, con
puntos glandulares sobre su superficie; en la base de cada foliolo se presenta
un par de estipelas muy angostas de hasta 4 mm de largo; los peciolos de
hasta 8 cm de largo. Presenta numerosas flores pediceladas (los pedicelos de
hasta 15 mm de largo) dispuestas en inflorescencias racemosas
pedunculadas (los pedunculos de hasta 8 cm de largo). Cada flor acompafiada
de una bractea pequefia de hasta 4 mm de largo. El caliz de la flor esta
cubierto de pelillos, es un tubo acampanado de hasta 6 mm de largo, que
hacia el apice se divide en 5 Iébulos triangulares de hasta 7 mm de largo; la
corona es de color amarillo palido a intenso (frecuentemente con rayas cafés),
de 5 pétalos desiguales, el mas externo es el mas ancho y vistoso, llamado
estandarte (de forma casi circular, de hasta 22 mm de largo y 20 cm de ancho),
enseguida se ubica un par de pétalos laterales similares entre si llamados alas
(de hasta 20 mm de largo y hasta 7 mm de ancho) y por ultimo los dos mas
internos, también similares entre si y generalmente fusionados forman la quilla
(de hasta 17 mm de largo y hasta 7 mm de ancho, de color algo verdoso) que
envuelve a los estambres y al ovario; tiene 10 estambres, los filamentos de 9
de ellos estan unidos formando un tubo y 1 libre; el ovario es angosto, de hasta

8 mm de largo, cubierto de abundantes pelillos y de puntos glandulares, con

15


https://es.wikipedia.org/wiki/Fabales
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae

1 estilo delgado, de hasta 12 mm de largo y curvado hacia la punta. Puspo
poroto son legumbres oblongas, de hasta 13 cm de largo y hasta 1.7 cm de
ancho, rectos o algo curvados, comprimidos, deprimidos entre las semillas,
claramente puntiagudos, de color pajizo y frecuentemente con rayas moradas,

generalmente cubiertos de pelillos, con 2 a 9 semillas.3°

Distribucion original
La India, Afganistan, Bangladesh, Butan, Sri Lanka, Etiopia, Kenia, Malawi,

Tanzania y Uganda.*°

1.2.5.2 Familia Clusiaceae

Se trata de una familia formada por arboles, arbustos y raras veces hierbas.
Sus miembros presentan hojas opuestas o verticiladas, simples, a menudo
engrosadas, generalmente verdes, y sin estipulas. Tanto hojas como tallo y
otras piezas estan provistas de glandulas aceitosas. Flores regulares,
bisexuales o unisexuales en plantas separadas; solitarias o en inflorescencias
cimosas. Tienen entre 2-14 sépalos, 2-14 pétalos y numerosos estambres
libres o ligeramente unidos en la base o en 2-5 haces. Fruto bacciforme,

drupaceo o capsular, con semillas a veces aladas.

1.2.5.2.1 Clasificacién taxonémica de Garcinia madruno (Kunth) Hammel

“charichuelo chico”

Reino : Plantae

Division Magnoliophyta

Clase X Equisetopsida

Orden : Malpighiales

Familia Clusiaceae

Género Garcinia

Especie : Garcinia madruno (Kunth) Hammel

Descripcidon Boténica
Es un arbol dioico, de tamafio mediano, que alcanza de 10 a 15 m de altura,
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tronco recto, corteza grisdcea, copa simétrica. Hojas opuestas, de colores
verde oscuro, elipticos a oblongas, de 5 a 20 cm de largo y de 0.5 a 6 cm de
ancho, que contienen un latex amarillo. Flores amarillentas, en grupos de 1 a
15 en los nudos de las ramas. Fruta esférica, ovoide o elipsoide, de 5 a 10 cm
de largo, con céscara gruesa, amarilla y cubierta de protuberancias; pulpa
blanca, aromatica, jugosa, de sabor agridulce, y que contiene de 1 a 3
semillas.3?

La fruta se consume principalmente al natural, también se utiliza en la
elaboracion de jaleas y jugos. Es un arbol vistoso, resistente a plagas y
enfermedades y adaptable a diferentes condiciones ambientales. Estas
cualidades, también lo hacen ideal como &rbol ornamental. G. madruno esta
relacionado con el mangostan (G. mangostana) y con especies americanas de
Garcinia, como G. macrophylla, G. brasiliensis y G. magnifolia (a la que
también se la llama madrofio). No se conocen variedades; sin embargo, existe
variabilidad en caracteristicas de interés, como por ejemplo, el tamafio y la
calidad de la fruta, y la productividad de los arboles, entre otras. G. madruno
también es conocido como Rheedia madruno, R. acuminata y Calophyllum
madruno. En el pasado, se consideraba que el género Garcinia existia en el
Viejo Mundo y Rheedia en el Nuevo, pero hoy esta aceptado que no hay una

distincién taxonémica verdadera, y todas se ubican en el género Garcinia.3!
Distribucién original
Presenta una distribucion restringida a Costa Rica, Panama y el norte de

Sudamérica. En Colombia, es conocida tradicionalmente como madrofio.3!

1.2.5.2.2 Clasificacion taxondmica de Garcinia macrophylla Mart. “charichuelo

grande”

Reino : Plantae
Division Magnoliophyta
Clase ; Equisetopsida
Orden Malpighiales
Familia : Clusiaceae
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Género : Garcinia

Especie : Garcinia macrophylla Mart.

Descripcidon Botanica

El bacuripari es sobresaliente porque crece y produce una cosecha
significativa en condiciones de sombra. Los arboles también toleran la
exposicién total al sol y al viento, lo que los hace més adaptables a climas
variados que el mangostan. Existe una considerable variacion en la calidad de
la fruta entre bacuripari de diferentes regiones de Sudamérica, y puede haber
diferentes especies involucradas. La fruta no es muy apreciada, pero se come
y se vende ampliamente en los mercados nativos. El bacuripari se introdujo
en Florida en 1962 y se sembré en el Centro de Investigacion y Educacién
Agricola en Homestead, en Fairchild Tropical Garden y en varios jardines
privados. Un &rbol fructificado en 1970, otro en 1972, y el segundo ha
continuado soportando.

Las hojas son hojas rigidas, coriaceas, lanceoladas oblongas o lanceoladas
anchas, de 12 a 18 pulgadas (30-45 cm) de largo y de 3 a 7 pulgadas (8-18
cm) de ancho, puntiagudas en ambos extremos, con numerosos laterales, casi
horizontales venas. El nuevo follaje es granate.

Las flores masculinas y femeninas de 4 pétalos se encuentran en pequefios
racimos axilares en arboles separados, el macho en tallos delicados de 1 1/2
pulgada (4 cm) de largo y tiene numerosos estambres, la hembra en tallos
gruesos y cortos y algunas veces con unos pocos estambres con anteras
estériles. En Florida, las flores aparecen en abril y mayo y una segunda vez
en agosto y septiembre.

Los frutos son de forma variable, con un promedio de 4 a 5 cm de didmetro y
5 a 6 cm de longitud. La fruta tiene una pared externa gruesa y dura que
contiene un latex amargo, como en bacuri. Dentro de la cascara dura hay una
carne blanca y cremosa que rodea de 3 a 4 semillas grandes. La carne es
escasa en comparacion con el mangostan o bacuri.

Las frutas estan en temporada de mayo a agosto y nhuevamente en octubre y
noviembre. Algunos arboles de entre 15 y 20 afios han producido de 100 a

200 frutos cuando no ha habido condiciones climéticas adversas. Polinizacién,
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es una especie dioica, tanto masculina como femenina, necesita ser cultivada
si se requieren frutas y semillas.

Los arboles se propagan por semilla y pueden requerir de 7 a 10 afios para
entrar en produccion. Las semillas han permanecido viables durante 2 a 3

semanas, pero requieren varias semanas para germinar.3?

Distribucion original
Presenta distribucion en Bolivia, Pert, Ecuador, México, Panama vy

Venezuela.3?

1.2.5.3 Familia Rubiaceae

Familia amplisima, con 631 géneros y 10.700 especies. 9 géneros en Europa
con especies silvestres o naturalizadas.

Subarbustos y plantas herbaceas, generalmente con tallos tetragonales y a
menudo con aculeos o pelos en las partes vegetativas. Hojas opuestas o
verticiladas, simples, enteras, generalmente denticuladas o serruladas, con
estipulas generalmente foliares.

Inflorescencias cimosas. Flores hermafroditas o raramente unisexuales,
actinomorfas. Caliz con 4-6 sépalos soldados. Corola gamopétala con 4-6
pétalos poco coloreados. 4-6 estambres soldados al tubo de la corola.
Gineceo con ovario infero con 2 carpelos, con 1 estilo bifurcado o 2 estilos

libres. Fruto es un esquizocarpo o drupaceo.

1.2.5.3.1 Clasificacion taxonomica de Remijia pedunculata (H. Karst.) Flueck

Reino : Plantae

Division Magnoliophyta

Clase : Equisetopsida

Orden Gentianales

Familia Rubiaceae

Género : Remijia

Especie : Remijia pedunculata (H. Karst.) Flueck
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Descripcion Botanica

Presentan una importante longitud en los peduinculos mas largos que el mismo
eje de la parte florecida, tienen estipulas romas o panduriformes muy
permanentes y estriado-digitadas, estipulas casi iguales en cuanto al

contorno, frutos globosos, estriados de la base hacia el apice.

Distribucion original

Presenta distribucion en Colombia, Ecuador, Venezuela, Peru.33

1.2.5.4 Familia Malvaceae

Esta familia cuenta con 121 géneros y 1550 especies, 14 géneros (4 de ellos
introducidos) con especies silvestres o naturalizadas en Europa.

Son Plantas herbaceas o subarbustos. Hojas alternas, lobuladas, con
estipulas. Inflorescencias axilares o flores solitarias. Flores hermafroditas,
actinomorfas, con epicaliz de 2-9 peces que pueden estar soldados o libres.
Caliz con 5 sépalos soldados. Corola con 5 pétalos libres o un poco soldados
en la base, rosados, violaceos o blanquecinos. Muchos estambres unidos por
los filamentos formando una columna central. Gineceo con ovario supero, con

muchos carpelos y muchos estilos. Fruto en esquizocarpo.

1.2.5.4.1 Clasificacion taxondmica de Guazuma ulmifolia Lam

Reino : Plantae

Divisiébn Magnoliophyta

Clase : Equisetopsida

Orden : Malvales

Familia Malvaceae

Género Guazuma Mill.

Especie : Guazuma ulmifolia Lam

Descripcidon Boténica
Es un arbol de porte pequefio a mediano y puede alcanzar hasta 15 m de

altura. La copa es redonda y extendida. Su tronco es torcido y ramificado, con
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hojas simples, alternas, ovaladas a lanceoladas. Sus flores pequeiias y
amarillas se agrupan en paniculas en la base de las hojas. Sus frutos son
capsulas verrugosas Yy elipticas, negras cuando estan maduras, con
numerosas semillas pequefias y duras. Crece bien en zonas calidas con
temperaturas promedios de 24°C, de 700 a 1500 mm de precipitacion/afio y
desde el nivel del mar a los 1200 msnm. Se da en suelos de texturas livianas
y pesadas, con buen drenaje, no pedregosos y pH superior a 5.5. El Caulote
es un arbol que tiene una gran variedad de usos. Produce lefia de alta calidad,
carbon y forraje, asi como madera para carpinteria general y construccion
rural. Es un arbol importante en sistemas silvopastoriles ya que el forraje y los
frutos son altamente nutritivos y apetecidos por el ganado. La madera tiene
un amplio rango de usos: es ligera (0.45 - 0.60), facil de trabajar y se puede
usar para construccion rural, muebles, duelas de barril, cajas y embalaje,
mangos de herramientas, hormas para zapato, y carbén para la fabricacién de
polvora. También se usa para postes de cerca y construcciones rurales, pero
no es duradera y necesita tratamiento quimico si se usa para cercas. Es
particularmente susceptible a termitas.

Su uso mas extendido en América Central es para lefia, la cual es de
excelente calidad, facil de rajar y secar; quema bien, con buenas brasas,
bastante calor y poco humo. Se comercializa en muchos lugares.

La hoja es lanceolada, 2 - 16 cm de largo, con borde serrado. El haz es liso y
verde oscuro, el envés verde pdlido y velloso, con venas abultadas. Los
grupos de pequefas flores amarillas se agrupan en paniculas de hasta 3 cm
de largo. Los frutos son cépsulas redondas, de 1.6 - 2.4 cm de largo, muy
verrugosas. Oscurecen y endurecen al madurar, y se abren regularmente por
muchos poros pequefios, aunque sin liberar la semilla. Dentro hay cinco
celdas con numerosas semillas blancas de 3 mm envueltas en una pulpa

dulce.

Se reportan ataques de larvas de insectos en los frutos. Las plantas jovenes
son atacadas por un escarabajo cerambicido (Cerambix sp) que anilla y corta
la madera de tallos y ramas de hasta 3 cm de diametro. Las hojas son
atacadas por é&fidos.3*
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Distribucién original

Presenta distribucion en Argentina, Bolivia, Brasil, Caribe, Costa Rica,
Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Venezuela, Peru,
EE.UU., Paraguay.343°

1.2.5.5 Familia Lamiaceae

Familia cosmopolita y amplia, con 224 géneros y 5600 especies, 41 géneros
con especies silvestres en Europa. Arbustos y plantas herbaceas, a menudo
con tallo tetragonal, generalmente aromaticas. Hojas opuestas, enteras o
divididas. Inflorescencias cimosas. Flores hermafroditas, zigomorfas. Caliz
con 5 sépalos soldados. Corola con 5 pétalos, generalmente bilabiada. 2-4
estambres libres. Gineceo con ovario supero de 2 carpelos, 1 estilo y 2

estigmas. Fruto en nucula.

1.2.5.5.1 Clasificaciéon taxonomica de Vitex pseudolea Rusby

Reino : Plantae

Division Magnoliophyta

Clase : Equisetopsida

Orden : Lamiales Bromhead
Familia Lamiaceae

Género Vitex

Especie : Vitex pseudolea Rusby
Descripcion

Es una especie forestal con alto valor comercial, ampliamente utilizada en la
region San Martin para trabajos de construccion de viviendas, cercos

ganaderos, muebles, etc.36

Distribucion original

Presenta distribucion en Bolivia, Per(.36
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https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta

1.3Definicién de términos basicos

Instant Ocean: conocida como sal marina, cuidadosamente formulada
para crear el ambiente marino ideal.

Nauplio: también llamada larva, es la primera larva caracteristica de los
crustaceos.

Metabolitos secundarios: producto de las reacciones fitoquimicas de
angiospermas; son compuestos de naturaleza quimica diversa.
Actividad citotoxica: es la capacidad que tienen ciertas sustancias de
destruir o lesionar las células tisulares.

Actividad antiinflamatoria: es la capacidad que tienen algunas especies
vegetales de reducir inflamacién, principalmente en virtud de la
capacidad potencial de ciertos compuestos de interferir en la evolucion

de enfermedades que cursan con procesos inflamatorios.
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CAPITULO II: VARIABLES E HIPOTESIS
2.1 Variables y su operacionalizacién
Variable Independiente

Metabolitos secundarios en el extracto hidroalcohdlico.

Variables Dependientes
e Actividad citotdxica in vitro sobre Artemia franciscana.
e Actividad antiinflamatoria in vitro sobre albumina de huevo.

e Actividad antiinflamatoria in vivo sobre edema plantar en ratén.
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Variables y su operacionalizacion

secundarios en el
extracto

hidroalcohdlico

Producto con diversos
compuestos quimicos,
obtenido por
maceracion, filtrado,
evaporado (solvente) y
llevado hasta
sequedad,

la misma que es
evaluada

experimentalmente.

se adiciona Alcohol —agua
(7:3),
maceracion por 7 dias,
filtrado,

sometida a

concentrado en
rota vapor a 40° C y a 40
rom, la misma que se
colocara en una estufa a
40°C hasta sequedad y
luego refrigerado, hasta su
uso los

posterior en

ensayos.

Polifenoles totales,
Flavonoides,
Antocianinas,
Catequinas,
Alcaloides,

Saponinas

VARIABLE DEFINICION DEFINICION
INDICADOR INDICE |INTRUMENTO
CONCEPTUAL OPERACIONAL
Independiente (X): Material vegetal seco|Metabolitos mg/100g | Hoja de
Metabolitos micropulverizado a la cual | secundarios: trabajo
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION
INDICADOR INDICE [INSTRUMENTO
CONCEPTUAL OPERACIONAL
Dependientes (Y1):|Ensayo donde se Nivel de | ppm Hoja de trabajo

Actividad citotoxica

in vitro sobre

Artemia franciscana

puede evaluar la
citotoxicidad de un
tratamiento, en
términos de
concentraciones
letales (CLso).

Ensayos empleados para
determinar la potencial
citotoxicidad que presentan
los extractos de las especies
vegetales sobre los nauplios
de Artemia spp., con la
finalidad de conocer la
concentracion que producira
un efecto toxico en el 50% de
la especie en
experimentacion y visualizar
la relacién riesgo-beneficio
gue implicara el uso de estos
extractos vegetales como

alternativa medicinal.

concentracion
letal (CLso).
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VARIABLE

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

INDICADOR

INDICE

INSTRUMENTO

Dependientes
(Y2):  Actividad

antiinflamatoria in

Vitro sobre
albumina de
huevo.

Ensayo donde se
puede evaluar la
actividad
antiinflamatoria
de

tratamiento,

un

en

términos de
porcentaje de
inhibicién

antiinflamatoria e
ICso.

Ensayos empleados para

determinar el potencial
antiinflamatorio que presentan
los extractos de las especies
vegetales en estudio con la
finalidad de

concentracion que producirg

conocer la
un porcentaje de inhibicion
antiinflamatoria satisfactoria e
ICs0; y asi visualizar la relacion
riesgo-beneficio que implicard
el uso de estos extractos
vegetales como alternativa

medicinal.

Porcentaje de inhibicién

ICs0

%, mg/mL

Hoja de trabajo
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR INDICE |INSTRUMENTO
CONCEPTUAL OPERACIONAL
Dependientes (Y3): Porcentaje de%, mg/mL | Hoja de trabajo
Actividad Ensayos empleados parajinhibicion
antiinflamatoria  in determinar el potencial
. Ensayo donde se _
vivo sobre edema antiinflamatorio quellCso
) puede evaluar Ia
plantar en raton. o presentan los extractos de las
actividad

antiinflamatoria de un

tratamiento, en

términos de
porcentaje de
inhibicion

antiinflamatoria
ICso.

e

especies vegetales en estudio
en ratones, con la finalidad de
conocer la concentracion que
producird un porcentaje de
antiinflamatoria
ICso;

visualizar la relacién riesgo-

inhibicion
satisfactoria e y asi
beneficio que implicara el uso
de estos extractos vegetales

como alternativa medicinal.
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2.2 Formulacién de la hipétesis

Hi: Alguno de los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de Vitex pseudolea Rusby, Garcinia macrophylla Mart,
Garcinia madruno (Kunth) Hammel, Cajanus cajan (L.) Remijia pedunculata
(H. Karst.) Flueck y Guazuma ulmifolia Lam. presentan actividad citotoxica y

antiinflamatoria.
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CAPITULO lil: METODOLOGIA
3.1. Tipo y disefio de investigacion
Tipo Cuantitativo, porque se recopild y analizd los datos obtenidos de
distintas fuentes con intervencion del investigador, se controld
deliberadamente las variables para delimitar relaciones entre ellas a fin de

medir los resultados de manera concluyente.

Disefio de investigacion experimental, debido a que la intervencién es a
propdsito de la investigacion y al mismo tiempo cumplié con la asignacion
aleatoria de un grupo control. El presente estudio estuvo conformado por
cuatro ensayos experimentales, en el primer ensayo se determind la
actividad citotoxica in vitro, el segundo ensayo se determiné la actividad
antiinflamatoria in vitro, el tercer ensayo se determind la actividad
antiinflamatoria in vivo y el cuarto ensayo se hizo el analisis quimico a fin
de determinar la cantidad de metabolitos secundarios presentes en las
especies vegetales.

Ensayo 1: Actividad citotéxica in vitro: para este ensayo, se utilizd el
método sobre Artemia spp, propuesto por (Anderson, Meyer, Thompson
(Cyted, 1995).

Ensayo 2: Actividad antiinflamatorio in vitro: se utiliz6 el método de la
albumina de huevo, propuesto por Priyanka C. et al., 2012.

Ensayo 3: Actividad antiinflamatorio in vivo: se utilizd el método de
induccién de inflamacién por formol al 10%, segun protocolo del Instituto
de Medicina Tradicional.

Ensayo 4: cuantificacion de metabolitos secundarios: para este ensayo, se
utilizaron las técnicas espectrofotométricas Génesis 10S UV/vis v4.006 y
cromatograficas (TLC), para lo cual se utilizé extractos metandlicos y
etanolicos de las seis especies vegetales en estudio. Se midieron
polifenoles  totales, flavonoides, antocianinas, catequinas Yy

protocianolidoles, saponinas y alcaloides.
3.2 Poblacion y muestra

Poblacion: estuvo conformado por corteza de Vitex pseudolea Rusby,
Garcinia macrophylla Mart., Remijia pedunculata (H. Karst.) Flueck,
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Guazuma ulmifolia Lam, Garcinia madruno (Kunth) Hammel; hojas de
Cajanus cajan (L.) Huth; especies vegetales colectadas del Jardin
Botanico del IMET, comunidad de Tamshiyacu, Jenaro Herrera. Las
muestras colectadas fueron secadas, pulverizadas y almacenadas en
frascos de color &mbar a una temperatura ambiente hasta su uso en los

diferentes ensayos.

Tipo de muestreo:
Fue por aleatorizacion obtenida a través de los datos etnobotanicos descritos,
en la cual se eligié aquellas especies vegetales que contienen informacion
sobre posibles actividades antiinflamatorias y citotéxicas.3’
Criterios de inclusion:

= Material vegetal identificado y georeferenciado.

= Material vegetal en buen estado de conservacion.

3.3 Técnicas e instrumentos

La técnica de recoleccion de datos fue a través de la evaluacién quimica
a cada especie vegetal materia de estudio, donde se aplicé como
instrumento metodologias de analisis quimicos; contando para ello con
reactivos, materiales de laboratorio, equipos de medicion, programas
estadisticos que procesaron los resultados de todas las especies
vegetales en relacion a su actividad citotdxica, antiinflamatoria.

Este trabajo de investigacion se desarrolld en tres fases: revision de
bibliografia de fuentes, trabajo de campo, laboratorio y andlisis de los
resultados obtenidos.

La busqueda y revision bibliografica proporcioné los conocimientos

tedricos para la realizacion del trabajo.

3.4 Procedimiento de recoleccion de datos
A. Recoleccion de la muestra vegetal: Las muestras de las seis especies
vegetales fueron recolectadas de la comunidad de Tamshiyacu, IMET,

Jenaro Herrera.
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Todas las muestras fueron llevadas al Herbarium Amazonense de la

Universidad Nacional de la Amazonia Peruana — UNAP, donde el personal

especialista identifico cada planta materia de estudio.

Preparacion del pulverizado vegetal:

e Se utilizé las hojas y corteza.

e Se cortd en pequefios fragmentos.

e El secado se realizd con la ayuda de un equipo deshumecedor en
ambiente con temperatura constante de 35 °C por seis dias

e Una vez seca la muestra, se procedio a pulverizarlas.

e El pulverizado se guardé en frascos de vidrio ambar, para su

posterior uso.

B. Preparacion de extractos hidroalcoholico:

a) Con el material vegetal pulverizado, se prepard los extractos utilizando
una solucion hidroalcohdlica 70:30 (Alcohol — agua), c.s.p cubrir la
muestra, es decir: 50 g de material vegetal micropulverizado en 500 mL
de la solucién hidroalcohdlica.

e Después, fue sometida a maceracion por 7 dias.

e Posteriormente, se filtrd el extracto macerado con ayuda de una bomba al
vacio. Se concentrd con la ayuda del equipo rota vapor a 40° C y a 40
rpm.

e El extracto obtenido en el rota vapor, se coloc6 en una estufa a 40°C hasta
sequedad y posteriormente fue refrigerado para su uso en los respectivos
ensayos, segun Anexo: Figura 1: Flujograma preparacion de extractos

Hidroalcohdlicos (Etandlico)

C. Ensayo 1: Citotoxicidad

Preparacion de la muestra

Certificacion de la especie vegetal

El Herbarium Amazonense de la Universidad Nacional de Amazonia Peruana
— UNAP certific6 la especie vegetal y entregd una constancia con su

respectivo codigo de identificacion, segun corresponde.
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Animales de experimentacion

Especie animal:

Quistes de Artemia franciscana, que luego de un proceso de eclosién se
convirtieron a nauplios.

Condiciones de mantenimiento de los camarones de experimentacion:

En un vaso precipitado de vidrio de 600mL, se preparo una solucion de Instant
Ocean 3% disolviendo 15 g de sal de 10 (Instant Ocean) en 500 mL de agua
destilada. De esta solucion preparada, se extrajo 30 mL de solucion 10 3%.
Se agregaron 0.1g de quistes de Artemia franciscana y se dejo en reposo por
un lapso de 15 minutos (proceso importante para poder descartar los quistes
inviables). Luego, se agregd 370 mL de solucién de IO para su hidratacion a
temperatura 25°C por 1 hora. Después, se colocd un pelele acuario (motor
que es el encargado de dar aireacién) en el vaso precipitado para la aireacion
(utilizar cinta adhesiva para fijar y cubrir con un papel de aluminio el
recipiente), se coloc6 dos lamparas pequefias de 20W a menos de 5 cm de
cada lado del frasco para una iluminacién uniforme. Incubacion a temperatura
25°C por 48 horas.383°

Condiciones ambientales para los quistes de experimentacion:

Seran monitoreados mediante un medidor de temperatura en el laboratorio

entre 22 y 29° C, la iluminacion es permanente con dos lamparas de 20W.

Tratamiento y evaluacion de grupos experimentales:

Apagar el pelele y una de las lamparas de luz de manera que los nauplios se
congregaron para el lado iluminado del vaso precipitado. Después, se etiqueto
los tubos de ensayos; colocando 07 columnas de tubos de ensayos
etiquetados: A, B, C, D, E, F y G respectivamente. Cada columna, tuvo tres
filas de tubos. Tubos Al-A3, B1-B3, C1-C3, D1-D3 y E1-E3 contenian los
nauplios con el extracto a evaluar (fueron los grupos experimentales). Los
tubos de ensayos F1 — F3 fueron controles negativos con sélo el nauplio y
solucion 10 agregada; los tubos de ensayos G1 — G3 fueron controles
positivos en el que se afiadieron 400 ppm de K2Cr207.

Luego, se prepar6 la solucion madre de extracto a evaluar en una
concentracion de 2000 ppm, siendo un extracto esterilizado purificado; se

preparo a partir de ella, nuevas concentraciones de 1500 ppm, 1000 ppm, 500
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ppm, 50 ppm y 10 ppm (segun Figura 2 y 3). Cada concentracion preparada,
fue por triplicado y depositado a cada tubo de ensayo (6 mL).

En los tubos de ensayo F1 — F3 se afiadieron 6 mL de solucion 1.O 3% para
los controles negativos y en los tubos de ensayo G1 — G3 se afiadieron 6 mL
de solucion de Kz2Cr207 en una concentracion de 400ppm para los controles
positivos. Para todos los tubos de ensayos, se pipeted del vaso de precipitado
20 nauplios y se colocé en cada tubo de ensayo, posteriormente se cubrié con
papel de aluminio (a todos los tubos de ensayo) y se colocé las lamparas de

20W a ambos costado durante 24 horas.

Determinacion cuantitativa de supervivencia de nauplios:

Estos, fueron contados después de 24 horas de exposicion al extracto
evaluado. Se transfirié el contenido de todos los tubos de ensayo (de uno en
uno) a un pocillo de una placa de cultivo de tejidos de 12 pocillos, después se
enjuago el tubo con una pequefa cantidad de agua (si es necesario) para
asegurar que todos los camarones son transferidos. Se cont6 los nauplios bajo
un equipo de video de alta resolucion, registrando asi cantidades de nauplios
muertos y vivos por separado. Moribundo (gravemente enfermo y a punto de

morir o extremadamente letargico) todavia se considero vivo.

Se registro el nUmero de camarones vivos y muertos en la hoja de datos y el
calculo de la diferencia de la cantidad inicial de camarones afadido, se repitié
este procedimiento para todos los tubos, la eliminacion de los contenidos del
pozo cada vez. Se enjuag0 bien con la solucion 10 y después se limpid, con

una piceta cada tubo de ensayo.

Procesamiento de la informacion:

Los resultados medios de la mortalidad del nauplios de salmuera se
representaron frente a los logaritmos de las concentraciones utilizando la
herramienta de Analisis Probit del paquete de software estadistico SPSS de
la que la mediana letal concentracion (CLso) en intervalos de confianza del
95% (IC) se calcul6 con el método de Finney (1971).383° La actividad bioldgica
usando el ensayo del camardn de salmuera se registré6 como la concentracion

cuando el 50% de los nauplios murieron dentro de las 24 h de contacto con el
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extracto evaluado. Los valores ClLso por debajo de 249 ug/ mL fueron
considerados como altamente tdxico, 250-499 ug/ mL toxicidad como medida
y 500-1000 ug / mL como la toxicidad de la luz. Se consideraron valores por

encima de 1000 ug/mL como no toxicos.

D. Ensayo 2: actividad antiinflamatoria in vitro

Evaluacion de la Actividad Antiinflamatoria in vitro (propuesto por Priyanka C.
etal., 2012)

La mezcla de reaccién (5 mL) consistié en 0,2 mL de albumina de huevo (de
huevo de gallina fresco), 2,8 mL de solucion salina tamponada con fosfato
(PBS, pH 6,4) y 2 mL de concentraciones variables de las muestras, de modo
gue las concentraciones finales se convirtieron en 31,25, 62,5, 125, 250, 500,
1000 ug/mL. Un volumen similar de agua bidestilada sirvi6 como control. A
continuacion, las mezclas se incubaron a 37 £ 2 ° C por 15 minutos y después
se calentdé a 70 °C durante cinco minutos. Después se dejo enfriar, se midio
su absorbancia a 660 nm, mediante el uso del vehiculo como blanco. Se utiliz
Diclofenaco sddico, en las concentraciones de (78,125; 156,25; 312,5; 625,00;
1,250; 2,500 ug/mL) como el farmaco de referencia y tratados de manera
similar para la determinacién de la absorbancia.*® El porcentaje de inhibicion

de desnaturalizacion de la proteina se calculé utilizando la siguiente formula:

[Vt—Vc]
x —
vt

% inhibicion = 100

Donde: Vt = absorbancia de la muestra,
V¢ = absorbancia del control.
La concentracion del extracto para 50% de inhibicién (ICso) se determiné por

la curva de dosis-respuesta.

E. Ensayo 3: actividad antiinflamatoria in vivo

Evaluacion de Actividad antiinflamatoria in vivo (protocolo del Instituto de
Medicina Tradicional). Para cada concentracion, se utilizaron 3 ratones y se
midieron volimenes normales de la pata derecha posterior de todos los
ratones con una cinta meétrica. Los extractos a evaluar se administraron por

via oral a dosis de 125mg/kg y 250mg/kg empleando jeringas con aguja
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adaptada para ser usadas como sonda orogastrica, cuyo vehiculo usado fue
agua destilada. El grupo control negativo recibid solo el vehiculo y el otro
grupo dosis de Diclofenaco 10mg/kg.
Una hora después de la administracion del extracto, se indujo el edema por
via subcutédnea una solucion de formol al 10% a nivel de la aponeurosis plantar
derecho del raton, provocando una reaccion de caracter inflamatorio mediada
por la liberacion de diversos autocoides (histamina, prostaglandinas, etc)
ademas diversos factores del complemento que estan implicados en la
amplificacion de la respuesta. La inflamacion se cuantific6 midiendo el
volumen de las patas alas 0, 1, 4 y 7 horas después de la inyeccién de formol
al 10%. La diferencia de volumen entre la pata derecha inflamada y la misma
pata derecha normal antes de la inyeccién de formol al 10% fue indicativo de
grado de inflamacién. El volumen de la pata derecha inflamada fue realizado
con la ayuda de una cita métrica, tanto en diametro como en largo.
Se calculd el volumen de inflamacién producido, segun lo siguiente:
Volumen= 11 /4d*h
Donde:
d= didmetro de la pata

h=largo de la pata

Como resultado de porcentaje de inflamacién, se usoé la siguiente formula:
% inflamacion= Vi — Vo x 100
Vo
Donde:
V= volumen de la pata inflamada en un tiempo determinado.
Vo= volumen normal (antes de la aplicacion de formol al 10%).
Todos los ratones tenian una salud 6ptima y se encontraban en ayuno de 4

horas.

E.1 Modelo experimental
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Tabla 1: Modelo experimental

Tratamientos Repeticiones
Dosis extracto 125 mg/kg R1 R2 R3
Dosis extracto 250 mg/kg R1 R2 R3
Control formol al 10% R1 R2 R3
Diclofenaco USP R1 R2 R3

Se aplicé el principio de las 3R (reduccion, refinamiento, reemplazo), se

utilizaron 12 animales de experimentacion para cada una de las especies

vegetales a evaluar y se realizaron 3 repeticiones a fin de verificar

reproducibilidad e validacion de la investigacion. Se usaron en total 36

animales de experimentacion.*!

F.
a)

b)

Ensayo 4: Analisis Quimico de las especies vegetales

Determinacion de polifenoles totales: Se realiz6 la medida del indice de
Folin, para lo cual se trataron 40 ul de muestra con 0,5 mL de reactivo
de Folin- Ciocalteau y 2 mL de carbonato sodico al 20% (p/v), y se
llevaron a 10 mL. Transcurrida media hora, se efectu6 la lectura de
absorbancia a 765 nm. Para establecer el calibrado, se utilizaron
patrones de acido galico de concentraciones entre 0 - 1.000 mg/L.*#?
Determinacion de antocianinas y flavonoides totales: Se pes6 0.5 g de
muestra seca y pulverizada, se extrajo con tres volumenes de 25 mL
de etanol absoluto acidulado con 1% de &acido formico. El extracto se
evaporoé a sequedad en la estufa a una temperatura de 40°C. El residuo
seco se disolvié en una solucién de metanol al 50% acidulado con &cido
formico y se llevo a un volumen de 10 mL. Se efectud la determinacion
de antocianinas a una absorbancia de 535 nm y para los flavonoides
se realiz6 la lectura a 374 nm.*2

Determinacion de catequinas y proantocianidoles: Se aplicé el ensayo
de la vainillina, se mezclé 0,5 mL del extracto con 1,25 mL de vainillina
en metanol (1%, p/v) y con 1,25 mL de &acido sulfarico 25% (v/v) en
metanol. El blanco se preparé simultdneamente del mismo modo, pero
sustituyendo la soluciéon de vainillina por metanol. Se efectu6 la
lectura de absorbancia a 500 nm pasados 15 minutos. El calibrado

se realizd con soluciones de (+)-catequina (30, 60, 90, 120 mg/L).*?
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d)

Andlisis de alcaloides: Los materiales vegetales (100Q)
micropulverizadas se extrajeron con metanol durante 24 h en una
extraccion continua (soxhlet) aparato. El extracto se filtroy se evaporo
el metanol en un evaporador rotatorio al vacio a una temperatura de 45
°C a sequedad. Una parte de este residuo se disolvié en HCI 2 N y
después se filtré. Un mL de esta solucién se transfiri6 a un embudo de
separacion y se lavo con 10 mL de cloroformo (3 veces). El pH de
esta solucion se ajustd a neutro con 0,1 N NaOH. A continuacion se
afiadié 5 mL de solucion de verde bromocresol (BCG) y 5 mL de tampon
fosfato a esta solucién. La mezcla se agitdé y el complejo formado se
extrajo con 1, 2, 3, y 4 mL de cloroformo por agitacién vigorosa. Los
extractos se recogieron en un matraz aforado de 10 mL y se diluyeron a
volumen con cloroformo La absorbancia del complejo en cloroformo se

midié a 470 nm.43

Analisis de saponinas: Para esta determinacion se hizo uso de la
adicion del reactivo de Lieberman-Burchard (LB) para formar productos
coloridos al reaccionar con saponinas. El reactivo LB consistié en una
mezcla al 16,7 % de Anhidrido acético en Acido sulfarico concentrado.
Inicialmente se elaboré una curva de calibracibn Absorbancia vs.
Concentraciéon utilizando un estandar obtenido en Chile. Para esta
curva se prepararon soluciones a las siguientes concentraciones: 0,00;
0,05; 0,1, 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35 mg/mL, de cada concentracidon se
prepararon 2 mL, a los cuales se adicionaron 7 mL del reactivo de LB,
se agito 20s con un vortex y se dejo en reposo 30 min. Finalmente se
determind la longitud de onda de la maxima absorcion (A max) para
realizar las lecturas posteriores en el espectrofotémetro, se realiz6 un
barrido con el estandar. (La A max, de saponinas de quinua es de 528
nm) y a esta longitud de onda se realizaron las mediciones para la
curva de calibracion y posteriormente para las muestras seleccionadas.
A partir de la curva de calibracion se pudo cuantificar el porcentaje de

saponinas presentes en cada muestra evaluada.*?
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3.5 Técnicas de procesamiento y andlisis de datos

Ensayo 1: Actividad citotOxica in vitro - Anexo: figura 3.

Ensayo 2: Actividad antiinflamatorio in vitro - Anexo: figura 5

Ensayo 3: Actividad antiinflamatorio in vivo - Anexo: figura 6

Ensayo 4: cuantificacion de metabolitos secundarios: se utilizaron técnicas
espectrofotométricas UV/vis y cromatogréficas, para lo cual se utilizd
extractos metanolicos y etandlicos de las seis especies vegetales en
estudio. Se midieron polifenoles totales, flavonoides, antocianinas,

catequinas y proantocianidoles, saponinas y alcaloides.

3.6 Aspectos éticos
La utilizacion de animales en pruebas de laboratorio es diferente a la
experimentacion animal en el sentido de que el principal objetivo de las
pruebas es establecer si un producto es seguro para su uso (por ejemplo,
las vacunas, los farmacos bioldgicos entre otros). Dentro de esta
problematica, cada dia mas apasionante de los animales de laboratorio,
son, con toda seguridad, los aspectos relacionados con la ética de su
utilizacion los que se encuentran sometidos a criticas dispares vy

conflictivas.

Es por ello que los cientificos conscientes de su responsabilidad, que
naturalmente es la nuestra y que podria quedar planteada en el siguiente
concepto pragmatico: Los animales de laboratorio pueden y deben ser
utilizados como reactivos biolégicos y ecoldgicos, en beneficio de la
ciencia y la salud publica, siempre que no se cuente con otras técnicas
que los puedan sustituir, aunque sean muy sofisticados, sin olvidar que

se trata de seres vivos, que sienten y sufren dolor.

Por tanto se ha de procurar que el sufrimiento sea el menor posible; en
una palabra el investigador debe actuar en este caso con una rigurosa
ética de “deber y responsabilidad” con respecto a los animales, tanto en
cria 'y manejo, como en las practicas experimentales a que
necesariamente deben ser sometidos.

Dentro de este contexto la presente investigacion en enmarca en los
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principios expuestos en 1959 por Rusell y Burch, en su interesante
publicacion “The principles of humane experimental Technique”, que
pueden resumirse en la obligacion que tienen los investigadores de solo
utilizar los animales imprescindibles, manipularlos con sentido ético de
responsabilidad y sobre todo, evitar, siempre que no perjudique la
experiencia, el mas minimo dolor, empleando para ello los analgésicos

mAas convenientes en cada caso.*!
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Actividad citotdoxica

CAPITULO IV: RESULTADOS

Tabla 2: Cantidad de nauplios de Artemia franciscana inyectados

Especies vegetales

[ ] de extractos

10 50 500 1000 1500 .O  Kz2Cr207

ppm ppm ppm ppm ppm 3% 400
() ppm(+)
Guazuma ulmifolia A1 20 B:1 20 C1 20 D1 20 Ei1 20 F» 20 Gi1 20
Lam A2 20 B2 20 C2 20 D2 20 E2 20 F2 20 G2 20
As 20 Bz 20 Cs 20 Ds 20 Es 20 Fs 20 Gs 20
TOTALES 60 60 60 60 60 60 60
Garcinlamadruno A1 20 B:1 20 C1 20 D1 20 Ei1 20 F» 20 Gi1 20
(Kunth) Hammel A2 20 B2 20 C2 20 D2 20 E2 20 F2 20 G2 20
As 20 Bz 20 Cs 20 Ds 20 Es 20 Fs 20 Gs 20
TOTALES 60 60 60 60 60 60 60
Cajanus cajan (L.) A1 20 B: 20 Ci 20 D1 20 Ei1 20 F1 20 G1 20
Huth A2 20 B2 20 C2 20 D2 20 E2 20 F2 20 G2 20
As 20 Bz 20 C3 20 Ds 20 Es 20 Fs 20 Gs 20
TOTALES 60 60 60 60 60 60 60

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 2 muestra la cantidad de nauplios de Artemia franciscana inyectados

en cada tubo de ensayo haciendo un total de 60 por cada una de las

concentraciones evaluadas, mas su respectivo control negativo y control

positivo; todas ellas para ser evaluadas en un tiempo de 24 horas.
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Tabla 3. Conteo de nauplios vivos y muertos de Artemia franciscana en las

disoluciones
Especie vegetal Parte (] Nauplios de Artemia
usada Total  Vivos Muertos

10 ppm 60 0 60
50 ppm 60 0 60
500 ppm 60 0 60
1000 ppm 60 4 56

Guazuma ulmifolia Lam  Corteza 1500 ppm 60 11 49
1.0. 3% (-) 60 60 0
K2Cr207
(+)
10 ppm 60 0 60
50 ppm 60 0 60
500 ppm 60 0 60
1000 ppm 60 8 52

Garcinia madruno

(Kunth) Hammel Corteza 1500 ppm 60 26 34

1.0.3% () 60 60 0

K2Cr207

(+)

10 ppm 60 0 60
50 ppm 60 0 60
500 ppm 60 0 60
1000 ppm 60 0 60

Cajanus cajan (L.) Huth Hojas 1500 ppm 60 45 15
1.O. 3% (-) 60 60 0

K2Cr207
(+)

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 3, muestra la cantidad de nauplios vivos y muertos después de 24 horas
expuestas a los extractos de Guazuma ulmifolia Lam, Garcinia madruno
(Kunth) Hammel y Cajanus cajan (L.) Huth; por cada una de las
concentraciones evaluadas con su respectivo control negativo (solucion 1.0.)

y control positivo (K2Cr207 400 ppm).
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Tabla 4: Célculo del porcentaje de efecto, valores probit relacionados y CLso

Especie vegetal [ ] ppm Log[ ] % efecto Probit CLso
10 1,00 99 8,09
50 1,70 99 8,09
Guazuma ’ 9,12
ulmifolia Lam 500 2,70 99 8,09 ppm
1000 3,00 88 7,05
1500 3,18 67 5,44
10 1,00 99 8,09
. 50 1,70 99 8,09
Garcinia madruno ’ 2,14
(Kunth) Hammel 500 2,70 99 8,09 ppm
1000 3,00 87 6,88
1500 3,18 57 5,18
10 1,00 99 8,09
Cajanus cajan (L.) 50 1,70 99 8,09 1,52
1000 3,00 99 8,09
1500 3,18 25 4,33

Fuente: Elaboracion propia
Tabla 4, muestra el porcentaje de efecto, valores probit relacionados y CLso
siendo para Guazuma ulmifolia Lam 9,12ppm; Garcinia madruno (Kunth)

Hammel 2,14ppm; y, Cajanus cajan (L.) Huth 1,52ppm.
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Actividad antiinflamatoria in vitro

Tabla 5: Porcentaje de inhibicién antiinflamatoria

Especie
vegetal

31,25
% INH

CONCENTRACIONES (ug/mL)

62,50
% INH

125,00 250,00

% INH

% INH

500,00
% INH

1000
% A
INH

Remijia
pedunculata
(H. Karst.)
Flueck
Garcinia
macrophylla
Mart.

Vitex
pseudolea
Rusby

35,88

34,17

33,68

37,59

37,70

36,05

41,20

43,10

45,18

47,98

45,42

48,51

50,06

45,48

51,91

61,82

660

61,48 nm

58,71

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 5, muestra el porcentaje de inhibicién antiinflamatoria a las diferentes

concentraciones evaluadas.

Tabla 6. Célculo de ICsp a partir de la ecuacion obtenida con su respectivo

RZ

Especie vegetal

Ecuacion

R2

ICs0

Remijia
pedunculata (H.
Karst.) Flueck
Garcinia
macrophylla
Mart.

Vitex pseudolea

Rusby

y =7,1677In(x) + 8,655

y = 6,6903In(x) + 9,9272

y =7,2614In(x) + 8,0866

0,9254

0,8449

0,9768

319,97

399,29

321,21

Fuente: Elaboracion propia

El Tabla 6 muestra los valores de ICso de las tres especies vegetales

estudiadas.
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Actividad antiinflamatoria in vivo

Tabla 7. Administracion de extractos, segun tratamiento y tiempo

TRATAMIENTOS
Grupol Grupo2 Grupo 3 Grupo 4
Control

[ 1125 [ 1250 Diclofenaco
- Ik kg MOl T omgik
Especie vegetal mg/kg mgikg 10% Mg/kg 1 ADM.
(promedio (promedio (promedio (promedio
volumen  volumen \F;olumen volumen de
de patas de patas d patas en
e patas
encm3) encm3) cm3)
en cma3)
Remijia
pedunculata (H. 3,18 3,57 3,53 4,37
Karst.) Flueck 0
ﬁggg“ﬁy”a Vart 4,08 414 3,02 3,99 HORAS
Vitex pseudolea 438 3.80 4.09 4.37
Rusby
Remijia
pedunculata (H. 4,04 4,71 4,34 4,97
Karst.) Flueck
Garcinia 1 HORA
macrophylla Matrt. 4,95 517 3.85 445
\éﬁiﬁﬁse“d‘)'ea 5,17 4,86 4,74 5,12
Remijia
pedunculata (H. 4,56 5,51 6,30 5,87
Karst.) Flueck
g 4
Garcinia
macrophylla Matrt. 531 5,26 5,58 527 HORAS
Vitex pseudolea 5.81 5.83 6.41 5.83
Rusby
Remijia
pedunculata (H. 4,56 5,29 6,95 5,55
Karst.) Flueck .
Garcinia 5,31 5,18 5,99 527 HORAS
macrophylla Mart.
Vitex pseudolea 5.79 5.62 6,71 566

Rusby
Fuente: Elaboracion propia

Tabla 7 muestra los promedios de volumen de patas en cm3, segun
administracion de extractos, con los diferentes grupos de tratamiento y tiempo

enO0,1,4y7horas.
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Tabla 8. Porcentajes de inflamacion de cada Tratamiento

Grupo

Especie 1

vegetal %

[ 1125 INF.
mg/kg

TRATAMIENTOS

Grup

02

[]
250

mg/k
g

%
INF.

Grupo
3

Control

formol
10%

%
INF.

Grupo
4

Diclofe

naco
10mg/
kg

%
INF.

ADM.

Remijia
pedunculat
a (H. 3,18 --
Karst.)
Flueck

Garcinia
macrophyll 4,08 --
a Mart.

Vitex

pseudolea 4,38 --
Rusby
Remijia
pedunculat

a (H. 4,04
Karst.)
Flueck
Garcinia
macrophyll 4,95
a Mart.

Vitex
pseudolea 5,17
Rusby
Remijia
pedunculat

a (H. 4,56
Karst.)
Flueck
Garcinia
macrophyll 5,31
a Mart.

Vitex
pseudolea 5,81
Rusby
Remijia
pedunculat

a (H. 4,56
Karst.)
Flueck
Garcinia
macrophyll 5,31
a Mart.

Vitex
pseudolea 5,79 323’2
Rusby

27,1

21,2

18,0

43,3

29,9

32,7

43,3

29,9
9

3,57

4,14

3,80

4,71

5,17

4,86

5,51

5,26

5,83

5,29

5,18

5,62

32,08

25,12

27,97

54,52

27,14

53,33

48,47

25,22

47,90

3,53

3,02

4,09

4,34

3,85

4,74

6,30

5,58

6,41

6,95

5,99

6,71

22,78

27,40

15,74

78,42

84,59

56,74

96,71

98,25

64,05

4,37

3,99

4,37

4,97

4,45

5,12

5,87

5,27

5,83

5,55

5,27

5,66

13,58

11,63

17,13

34,28

32,00

33,40

26,81

32,00

29,49

Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla 8, se observa los porcentajes de inflamacién de cada tratamiento,
donde se puede evidenciar que en el grupo control negativo (formol 10%) se
logro formar edema a nivel de la aponeurosis plantar derecho del raton, siendo
este indicativo de grado inflamacion. Asimismo, se puede evidenciar que en
el Grupo 1 las tres especies vegetales muestran mejor actividad
antiinflamatoria en comparacion con el grupo 4 (Diclofenaco 10mg/kg).

Metabolitos secundarios

Tabla 9. Cuantificacion de componentes quimicos

Especie vegetal Fenoles Flavonoide Antocianina Catequinas

totales s mg/g s mg/g mg/g
ma/g

Guazuma ulmifolia 65,1840 0,8204 0,0342 0,00003

Lam

Garcinia madruno 4,9787 0,8565 0,4180 0,00003

(Kunth) Hammel

Cajanus cajan (L.) 3,9918 0,7714 0,4496 0,00004

Huth

Remijia pedunculata 2,8951 0,8613 0,2683 0,00003

(H. Karst.) Flueck

Garcinia 6,5140 0,7759 0,2553 0,00002

macrophylla Mart.

Vitex pseudolea 5,8560 0,3955 0,0160 0,00003

Rusby

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 9 muestra la cuantificacion de componentes quimicos y la especie
vegetal que presenta la mayor cantidad de fenoles totales es Guazuma
ulmifolia Lam con 65,1840 mg/g; Remijia pedunculata (H. Karst.) Flueck con
0,8613 mg/g de flavonoides; Cajanus cajan (L.) Huth 0,4496 mg/g de

antocianinas y 0,00004 mg/g de catequinas respectivamente.
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Tabla 10. Cuantificacién de componentes quimicos alcaloides

Especie vegetal Alcaloides
ug/mL
Guazuma ulmifolia Lam 136,40
Garcinia madruno (Kunth) Hammel 86,00
Cajanus cajan (L.) Huth 537,00
Remijia pedunculata (H. Karst.) Flueck 177,20
Garcinia macrophylla Mart. 131,40
Vitex pseudolea Rusby 80,00

Fuente: Elaboracion propia
Tabla 10 muestra la cuantificacibn de componentes quimicos alcaloides
donde Cajanus cajan (L.) Huth presenta la mayor cantidad con 537,00 ug/mL.

Tabla 11. Cuantificacion de componentes quimicos saponinas

Especie vegetal Saponinas
ma/g
Guazuma ulmifolia Lam 2,69
Garcinia madruno (Kunth) Hammel 12,27
Cajanus cajan (L.) Huth 11,39
Remijia pedunculata (H. Karst.) 12,17
Flueck
Garcinia macrophylla Mart. 12,42
Vitex pseudolea Rusby 5,03

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 11 muestra la cuantificacion de componentes quimicos saponinas
donde Garcinia macrophylla Mart. presenta la mayor cantidad con 12,42 mg/g;
Garcinia madruno (Kunth) Hammel con 12,27 mg/g y Remijia pedunculata (H.

Karst.) Flueck con 12,17 mg/g.
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CAPITULO V: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Los compuestos fendlicos son importantes en los diferentes procesos de
oxidacion lipidica y estan asociadas con la actividad antiinflamatoria y

citotoxica (Sokmen et al. 2005; Choi et al. 2002)44’45, también poseen
efectos inhibitorios sobre la mutagénesis y carcinogénesis en humanos
cuando son incluidos en la dieta diaria a partir de productos naturales. Los
acidos fendlicos y flavonoides son reconocidos como poseedores de

46
actividad antiinflamatoria (Pyo et al. 2004) .

En la evaluacion de la citotoxicidad sobre Artemia franciscana, nuestro estudio
muestré valores de CLs0=9,12 ppm para Guazuma ulmifolia Lam; 2,14 ppm
para Garcinia madruno (Kunth) Hammel y 1,52ppm para Cajanus cajan (L.)
Huth, evidenciandose asi que producen actividad citotdxica, ya que estos
valores son considerados como altamente téxicos; y esto concuerda con lo
declarado por Meyer et al (1982) @9, “un valor de CLso inferior a 1000 ug /

mL se considera bioactivo”; y, en sentido puede tener actividad bioldgica.

La actividad antiinflamatoria in vivo evidencio resultados satisfactorios a 7
horas, la especie vegetal Garcinia macrophylla Mart. mostré mejor actividad
antiinflamatoria a 125 mg/kg con un 29,99 % de inflamacién en comparacion
con Diclofenaco que obtuvo un 32% de inflamacion; Vitex pseudolea Rusby
obtuvo un 32,23% de inflamacion con respecto al Diclofenaco con 29,49%;
concordando con los resultados obtenidos en la tesis “Atividades analgésica
e anti-inflamatoria do extrato hidroalcodlico e fracdes de folhas da espécie
Vitex poligama”®”) en cuanto a que el género Vitex perteneciente a la familia
Lamiaceae presenta capacidad de inhibiciébn de produccion de mediadores
inflamatorios de Oxido Nitrico (NO) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a) en
macrofagos RAW 264.7 activados con lipopolisacaridos (LPS), siendo los
flavonoides orientina e isoorientina los principales metabolitos responsables

de la actividad observada.
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Asimismo, Remijia pedunculata (H. Karst.) Flueck mostr6 actividad
antiinflamatoria a 125 mg/kg con un 43,30 % de inflamacién en comparacion

con Diclofenaco que obtuvo un 26,81% de inflamacion.

Las especies vegetales sintetizan y acumulan metabolitos secundarios, las
mismas que intervienen en interacciones complejas entre organismos Vivos.
En ese sentido se evalud en las seis especies vegetales compuestos
fendlicos: flavonoides, antocianinas y catequinas; considerandose que en la
mayoria de los casos estdn cumpliendo un efecto protector de los radicales
libres, y al parecer se encuentran mayormente en la parte superficial de las
cortezas. Asimismo, alcaloides que son los de mayor concentracion y
posiblemente causantes de las actividades estudiadas. Se ha comprobado
gue en Remijia pedunculata (H. Karst.) Flueck, se encuentran alcaloides
interesantes similares a la cinchona; y saponinas las mismas que tienen
funciones diuréticas y reductora de colesterol aunque también son

hemoliticas.*®
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CAPITULO VI: PROPUESTA

Contribuir al aprovechamiento sostenible de recursos vegetales en
nuestra Amazonia, dando un valor agregado a las especies vegetales
estudiadas; ya que demostraron tener actividad citotoxica y
antiinflamatoria, generando alternativas de tratamiento

etnofarmacologicos.

Asimismo, se plantea seguir los estudios de investigacion con
especies vegetales de gran parte de nuestra Amazonia Peruana,
realizando otras evaluaciones de actividades tales como:
antioxidantes, antihiperglicemiantes, entre otras mas; involucrando
la busqueda de principios activos Utiles para la medicina,

etnomedicina.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES

1. En la evaluacion de citotoxicidad sobre Artemia franciscana, nuestro
estudio muestra valores de CLs0=9,12ppm para Guazuma ulmifolia
Lam; CLso=2,14ppm para Garcinia madruno (Kunth) Hammel y para
Cajanus cajan (L.) Huth CLso=1,52ppm; siendo ésta especie vegetal la
de mejor actividad. La presencia de metabolitos secundarios, tales
como: alcaloides, compuestos fendlicos y saponinas; puede ser la
causa de la actividad citotoxica mostrada en el extracto hidroalcoholico

de las especies vegetales estudiadas.

2. La actividad antiinflamatoria in vitro, presenta mayor porcentaje de
inhibicién antiinflamatoria a 1000 ug/mL, de Garcinia macrophylla Mart.
con 61,48%; Vitex pseudolea Rusby con 58.71% y Remijia pedunculata
(H. Karst.) Flueck con 50.06%; mostrandose un ICso de 399,29; 321,21

y 319,97 respectivamente.

3. La actividad antiinflamatoria in vivo mostr6 resultados satisfactorios a
7 horas, la especie vegetal Garcinia macrophylla Mart. presenté mejor
actividad antiinflamatoria a 125 mg/kg con un 29.99 % de inflamacion
en comparacion con Diclofenaco que obtuvo un 32% de inflamacion.
Vitex pseudolea Rusby obtuvo un 32.23% de inflamacién con respecto
al Diclofenaco con 29.49%; vy, la especie vegetal Remijia pedunculata
(H. Karst.) Flueck mostr6 actividad antiinflamatoria a la concentracion
de 125 mg/kg con un 43.30 % de inflamacién en comparacion con el

Diclofenaco que obtuvo un 26.81% de inflamacion.

4. Se cuantificO metabolitos secundarios, las especies vegetales que
presentaron valores altos correlacionan con su actividad citotoxica y
antiinflamatoria, tienen buen contenido en fendlicos y alcaloides totales,
siendo estos que intervienen en interacciones complejas de las

especies vegetales y el medio.

52



CAPITULO VIII: RECOMENDACIONES

1. En relacion a las seis especies vegetales estudiadas, es oportuno
continuar estudiando los componentes quimicos mediante
cromatografia de gases (GC-FID) y cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS), ultravioleta visible (UV-Vis),

infrarrojo (IR), cromatografia de columna.

2. La prueba de Artemia spp.es util para la evaluacion de extractos de
plantas con el fin de predecir su toxicidad. Sin embargo, aunque el
meétodo ofrece ventajas tales como rapidez, simplicidad y bajo costo,
debe estar sujeto a una validacion entre otras pruebas, tales como

toxicidad oral a 60 o 90 dias.

3. Las actividades antiinflamatoria in vitro e in vivo mediante la aplicacion
de otras técnicas, tales como la de estabilizacion de membrana
plasmética en eritrocitos, modelo de inflamacion aguda edema

auricular por TPA (acetato de tetradecanoilforbol).

4. Seguir llevando a cabo estudios de otras especies vegetales de nuestra
regién Loreto, en relacién a su actividad citotéxica, antiinflamatoria y
antioxidante, porque de esta forma se estara contribuyendo a otros
campos de la investigacién cientifica; dando un mayor realce con valor

agregado al desarrollo sostenible.
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Figura 1. Dilucién del extracto para el experimento citotoxicidad
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Figura 3: Flujograma preparacion de extractos Hidroalcohdlicos (Etandlico)
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|
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Refrigeracion (-10 °C)
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Figura 4: Hoja de trabajo_ ensayo de toxicidad por Artemia franciscana
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Figura 5: Hoja de trabajo_ conteo de larvas vivas / muertas de Artemia franciscana
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TABLA DE CLASIFICACION DE TOXICIDAD SEGUN CYTED

Extremadamente toxico
II Altamente toxico lIIII - IIII
n Moderadamente toxico 100 - 500
v Ligeramente toxico 500 - 1000
v Practicaments no toxico 1000 - 1500
Y Relativamente Indcua #1500




Figura 6: Hoja de trabajo_ preparacion de extracto
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Figura 7. Flujograma del ensayo de la actividad citotoxica

Obtencidn de los extractos Hidroalcohd licos

Pesar 50 g del material
micropulverizado y
macerar (OH-H,0) 7:3
por 7 dias.

$

Filtrado y evaporado el
solvente con Rotavapor
ad0°C.

9

Muestra colocada en
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Determinar CL30 via
analisis Probit
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Figura 8. Flujograma del ensayo de la actividad antiinflamatoria in vitro

Priyanka Chaterjee et al (2012)
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Incubacion

nfriar
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Figura 9. Flujograma del ensayo de la actividad antiinflamatoria in vivo

IMET

Medicion de
patas y esperar
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Cuantificar
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patas

0,1,4y 7 horas
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Figura 10. Constancia de certificacion de especies vegetales

NOMBRE CIENTIFICO
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Fotografia 1: Comunidad de Tamshiyacu — Tahuayo

ORETUM
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=
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Fotografia 2: Arboretum Jenaro Herrera
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Fotografia 3: Uso de materiales para la colecta de especies vegetales

Fotografia 4: Seleccion, limpieza y secado de especies vegetales
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Fotografia 5. Identificacion de ratones — actividad antiinflamatoria in vivo

Fotografia 6. Induccion oral de extractos a evaluar — actividad antiinflamatoria
in vivo
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